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In-vitro -Diagnose bzw. zur Herstellung 



(57) Abstract: The invention relates to 
recombinant fusion proteins having the 
property of being able to form trimers. Said 
recombinant fusion proteins comprise at 
least one component A and at least one 
component B. Component B . Component 
B has trimerizing properties and component 
A has biological properties. The invention 
also relates to trimers of said recombinant 
fusion proteins. The invention further relates 
to the use of said trimers in the production of 
a medicament or the use thereof for in-vitro 
diagnosis or in the production of in-vitro 
diagnosis agent. The invention also relates 
to DNA sequences coding for said fusion 
protein and expression vectors and host 
cells containing said DNA sequences or 
expression vector. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende 
Anmeldung betrifft rekombinante Fusi- 
onsproteine, mit der Eigenschaft, Trimere 
bilden zu konnen, wobei die rekombinanten 
Fusionproteine mindestens eine Komponente 
A und mindestens eine Komponente B 
aufweisen, wobei die Komponente B 
trimerisierende Eigenschaften und die 
Komponente A biologische Eigenschaften 
aufweist, sowie Trimere dieser rekombinan- 
ten Fusionsproteine. Weiterhin betrifft die 
vorliegende Erfindung die Verwendung von 
derartigen Trimeren zur Herstellung eines 
Arzneimittels bzw. deren Verwendung zur 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 
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eines In-vitro-Diagnosenmittels. Auch DNA-Sequenzen, die fur ein derartiges Fusionsprotein kodieren, sowie Expressionsvektoren 
und Wirtszellen, die die DNA-Sequenz bzw. den Expressionsvektor enthalten, sind Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
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Rekombinanto Fusionsproteine und deren Trimere 



15 Die vorliegende Erfindung betrifft rekombinante Fusionsproteine, mit der Eigenschaft, 
Trimere bilden zu kSnnen, wobei die rekombinanten Fusionsproteine mindestens eine 
Komponente A und mindestens eine Komponente B aufweisen, wobei die Komponen- 
te B einen trimerisierende Eigenschaften und die Komponente A biologische Eigen- 
schaften aufweist, sowie Trimere dieser rekombinanten Fusionsproteinen. Weiterhin 

20 betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von derartigen Trimeren zur Her- 
stellung eines Arzneimittels bzw. deren Verwendung zur In-vitro-Diagnose bzw. zur 
Herstellung eines in vitro Diagnosemittels. Auch DNA-Sequenzen, die fur ein derarti- 
ges Fusionsprotein kodieren, sowie Expressionsvektoren und Wirtszellen, die die 
DNA-Sequenz bzw, den Expressionsvektor enthalten, sind Gegenstand der vorliegen- 

25 den Erfindung. 

Proteine, die physiologisch als Trimere auftreten, sind in der Natur in groBer Zahl vor- 
handen. Aufgrund von Wechselwirkungen an den Oberflachen dieser in Losung trime- 
risierenden Proteine kann es zu spontanen oder aber auch zu bspw. kinetisch verzdger- 
30 ten, weil konzentrations- oder milieuabhangigen Zusammenlagerungen von Proteinen 
kommen. Hierfflr sind hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbrflckenbindxmgen, 
kovalente Bindungen, bspw. DisuIfidbrQcken, und/oder Coulomb-Krafte verantwort- 
lich. 
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Daneben aber sind bei gewissen Proteinen Struktunnotive anzutrefFen, die zur Bildung 
von spezifischen strukturbedingten intermolekularen SupersekundSrstrukturen und 
damit - neben anderen MultimerisierungszustSnden - zu Proteintrimeren fuhren. Die 
Formation von Supersekundarstrukturen beruht auf charakteristischen Aminosaurese- 
5 quenzen der diese Trimere bildenden Proteine. Als Supersekundarstrukturen waren 
beispielsweise sog. "Coiled-Coil-Tripelhelices" zu nennen, die eine Trimerisierung 
von Proteinen durch Interaktionen von charakteristischen a-Helices, die bei jedem der 
die Coiled-Coil-Form ausbildenden Proteine auftreten, bewirken. Die Coiled-Coil- 
Tripelhelix als intermolekulare "TrimerisierungsdomSne" von Proteinen stellt sich 
10 strukturell als dreistrSngige, umeinander gewundene Superhelix dar. Derartige Coiled- 
Coil-Motive mit Tripelhelix-Charakter treten insbesondere bei extrazellularen Protein- 
trimeren auf, ganz besonders aber bei Proteinen bzw. Proteinkomplexen des Bindege- 
webes. 



15 So etwa beschreiben Beck et al (J. Mol. Biol. (1996) 256, 909-923) ein Bindegewebs- 
protein, das sog. Cartilage Matrix Protein (CMP), dessen Aggregation zu einem Ho- 
motrimer auf einer Tripelhelix, die das Resultat der Zusammenlagerung von drei kom- 
plementaren Helices (jeweils als Bestandteil eines Polypeptids) darstellt, mit Coiled- 
Coil-Muster beruht Charakteristisch fur die Aminosauresequenz einer solchen eine 

20 Tripelhelix bildenden Helix ist dabei das Heptadmuster (abcdefg)n. Deren AminosSu- 
ren in den Positionen a und d tragen gewohnlich apolare Seitenketten und erlauben 
dadurch die Ausbildung der oben beschriebenen superhelikalen Struktur, hier als Tri- 
pelhelix aus drei Helices* 



25 Weiterhin treten auch bei Proteinen aus der Kollagenfamilie spezifische strukturbe- 
dingte Multimerisierungsph3nomene durch die Ausbildung von Supersekundarstruktu- 
ren auf. Dabei ist die Struktur von Kollagenfasern durch das Tropokollagen gekenn- 
zeichnet, das aus drei helikalen verdrillten Polypeptiden besteht Auch die Protofibrille 
eines Haares ist aus einer Tripelhelix aus a-Keratin mit dem Motiv "Coiled-Coir 1 , al- 

30 lerdings linksg9ngig, aufgebaut. 
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Darflber hinaus sind aufgrund ihrer Sequenzhomologien in ihren jeweiligen multimeri- 
sierenden Sequenzabschnitten die Proteine Clq, Kollagen al (X), a2 (VII), das Ober- 
winterungsprotein, ACRP30, das innere Ohrstrukturprotein, das Cerebellin und das 
Multimerin als Proteinfamilie unter der Bezeichnung Clq-Familie zusammengefaBt 
5 worden (Kischore und Reid, ImmunophannacoL, 42 (1999) 15-21), die strukturbedingt 
als hShere Aggregate von bspw. Trimeren vorliegen. Unter den in dieser Familie auf- 
tretenden Proteinen mit Multimerisierungseigenschaften ist bspw. die Struktur des aus 
dem Komplementsystem bekannten Proteins Clq durch Monomere charakterisiert, die 
jeweils eine globulSre sog. "KopF-Domanen und einen "kollagenahnlichen" helikalen 

10 Sequenzabschnitt aufweisen. Ober diesen helikalen Sequenzabschnitt, der eine Coiled- 
Coil-Tripelhelix bildet, trimerisieren die Monomere. Sechs dieser Clq-Trimere fonnen 
wiederum ein Oligomer,* wobei wiederum die Oligomerisierung der Proteintrimere auf 
Interaktionen zwischen den einzelnen Coiled-Coil-Tripelhelices beruht. Im Ergebnis 
fflhrt diese strukturelle Anordnung beim Protein bzw. multi- (oligo-) merisierten Prote- 

15 inkomplex Clq zu einem als "Bouquet" bezeichneten Aufbau, wobei sichergestellt 
wird, daB 18 globulSre, C-terminal angeordnete "Kopf'-DomSnen zu einem Hexamer 
von Trimeren verbunden werden. 

Eine ahnliche Struktur wie beim Protein Clq ist auch beim Protein ACRP30, gleich- 
20 falls ein Protein aus der Clq-Familie, anzutreffen (Hu et aL, J. Biol. Chem., Vol. 271, 
Nr. 18, 10697-10703, 1996). Bei diesem von Adipozyten sekretierten Serumprotein 
handelt es sich mit tiberwiegender Wahrscheinlichkeit urn Quattromere von Trimeren, 
wobei, wie auch beim Clq-Protein, globulSre C-terminale DomSnen tiber kollagenShn- 
liche Tripelhelices verbunden werden. Mutmafilich vier dieser Tripelhelices fonnen 
25 schliefilich wiederum ein Oligomer durch entsprechende Interaktionen. In der Verof- 
fentlichung von Shapiro und Scherer (Current Biology 1998, 8:335-338) findet sich die 
mit Hilfe der Rdntgenstrukturanalyse ermittelte Struktur eines Homotrimers von 
ACRP30 dargestellt. 

30 Weiterhin sind aus der Literatur Proteine aus der Klasse der Collectine bekannt, die 
durch eine kollagenartige DomSne, eine Halsregion und darflber hinaus durch eine 
globulSre carboxyterminale LectinbindungsdomSne charakterisiert sind. Auch die Col- 
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lectine treten physiologisch als Oligomere von Trimeren auf. So trimerisieren bei- 
spielsweise die Proteine Lung Surfactant Protein A (SP-A) und das Mannose- 
Bindungsprotein (MBP), jeweils aus der Familie der Collectine, durch die Interaktio- 
nen ihrer "kollagenahnlichen" DomSne und liegen schliefilich als Hexamere von Tri- 
5 meren vor (Epstein et aL, Current Opinion in Immunology, Vol. 8, Nr. 1, 1996, 29-35). 
DemgemSB bilden also auch die unter der Bezeichnung Collectine bekannten Proteine 
Oligomere (bspw. Hexamere) von Multimeren (bspw. Trimere) aus. 

Aus der Literatur ist zudem zu entnehmen, daB zahlreiche physiologisch als Signalmo- 

10 lekflle wirkende Proteine ein biologisches Signal nur in bestimmten Zustanden trans- 
duzieren kfinnen. So ist beispielsweise membranstandig angeordnetes FasL biologisch, 
d.h. apoptotisch, wirksam, wShrend nach Abspaltung des extrazellul3ren Proteinab- 
schnitts von dem membranstandigen Abschnitt (sog. sFasL) diese nicht- 
membrangebundene sFasL-Fraktion physiologisch keine apoptotische Wirkung auf 

IS Zielzellen mehr hervorrufen kann. In der Verdffentlichung von Schneider et aL (J. 
Exp. Med., Vol. 187, Nr. 8, 1998, 1205-1213) wurde beschrieben, daB die biologische 
Wirkung von sFasL-Trimeren, die - wie zuvor erlautert - nach Abspaltung vom mem- 
branstandigen Proteinabschnitt erhalten werden, gleichwohl durch den Einsatz von 
vernetzenden Antikorpern in Hinblick auf deren physiologische Funktion reaktiviert 

20 werden kann. Hierzu wurde ein Fusionsprotein, bestehend aus der Trimerisierungsdo- 
mane von FasL, einer kurzen Linkersequenz und einer Flag-Markierung (mit der Flag- 
AminosSuresequenz (Ein-Buchstaben-Code) DYKDDDDK) konstruiert, exprimiert, 
und derartige nicht-strukturbedingt (also nicht fiber spezifische Sekundarstruktur- 
Interaktionen mit dem Ergebnis der Bildung einer Supersekundarstruktur) trimerisierte 

25 Fusionsproteine durch gegen die Flag-Markierung gerichtete AntikSrper vernetzL 

In der nicht verSffentlichten deutschen Patentanmeld\ing DE 19963859 werden Bi- 
oder Oligomere von Di-, Tri-, Quattro- oder Pentameren, also Aggregate hSherer Ord- 
nung, offenbart, die aus rekombinanten Fusionsproteinen aufgebaut sind, die zwei 
30 Komponenten A und B umfassen. Um bspw. die biologische (apoptotische) Wirksam- 
keit von TNF-Cytokinen zu erhdhen, kdnnen gem5B der DE 19963859 die rekombi- 
nanten Fusionsproteine als Komponente A bspw. ein TNF-Cytokin aufweisen und als 
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Komponente B einen Proteinabschnitt, der die rekombinanten Fusionsproteine zu Ag- 
gregate hdherer Ordnung verbindet. 

Wenn auch bei vielen medizinischen Indikationen derartige Komplexe mit hoher apop- 
5 totischer Wirkung erwOnscht sind, ist es gleichwohl zur Behandlung zahlreicher Er- 
krankungen erforderlichen, Substanzen zur VerfUgung zu stellen, die die Auslosung 
apoptotischer Ereignisse zuverlassig blockieren. Aus der Veroffentlichung von Suda et 
al. (J. Exp. Med. 1997, 186, S. 2045-2050) ist bekannt, daB Idsliche FasL-Trimere die 
Apoptose, die durch ein oligomerisierte Molekflle induziert wird, unter gewissen Urn- 
10 stSnden blockieren kdnnen. Substanzen auf bspw. Proteinbasis, die zuverlassig am 
Rezeptor selbst die AuslOsung bspw. apoptotischer Ereignisse blockieren kdnnen, 
nicht-nativer Natur sind und daher besser gegen eine physiologische Degradation in 
vivo geschfitzt sind, sind im Stand der Technik jedoch nicht bekannt. 

15 Es ist daher die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, solche Substanzen zur VerfU- 
gung zu stellen, die als BiomolekQle eine biologisch blockierende Funktion am Rezep- 
tor selbst entfalten kdnnen, so daB bspw. die AuslOsung der apoptotischen Signaltrans- 
duktionskette unterdruckt wird. 

20 Die vorliegende Aufgabe wird durch den Gegenstand des Anspruchs 1, namlich durch 
Trimere rekombinanter Fusionsproteine, die mindestens eine Komponente A und min- 
destens eine Komponente B aufweisen, wobei die Komponente A ein Protein oder ei- 
nen Proteinabschnitt mit biologischer Funktion, insbesondere mit Bindungsfunktion, 
umfaBt und die Komponente B ein Protein oder einen Proteinabschnitt umfafit, das/der 

25 die rekombinanten Fusionsproteine ohne Wirkung von DrittmolekOlen trimerisiert, d Jl 
ein Trimer von biologisch wirksamen Komponenten A erzeugt ErfindungsgemSJJ 
werden also Trimere zur VerfUgung gestellt, die keine Aggregate hSherer Ordnung, 
bspw. Dimere von Trimeren, bilden kdnnen, sondern vielmehr in Losung im wesentli- 
chen, mindestens zu 90 %, vorzugsweise zu mindestens 95 % und ganz besonders be- 

30 vorzugt zu mindestens 99 %, jeweils bezogen auf die Gesamtzahl der Trimere, als tri- 
merisierte rekombinante Fusionsproteine vorliegen. 
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Unter einem Protein oder Proteinabschnitt mit biologischer Funktion (Komponente A 
im Fusionsprotein) sind insbesondere Proteine, die eine Ligandenfiinktion, ganz be- 
sonders fur Antikorper oder Rezeptoren, haben (also als Bindungspartner mit einem 
oder mehr Molekttl(en) in Wechselwirkung treten kdnnen), modifizierte AminosSure- 
5 sequenzen, z.B. AminosSuresequenzen mit kovalent oder nicht-kovalent angekoppel- 
ten Wirkstoffen (ggf. organisch-chemischer Natur), Antikorper oder Abschnitte von 
Antikorpern mit Paratopen oder auch Hormone, bspw. Peptidhormone, zu verstehen. 
Hierbei beruht die vorliegende Erfindung auf der Erkenntnis, daB insbesondere Signal- 
pro teine, die oder deren Abschnitte oder Derivate erfindungsgemaB als Komponente A 
10 eingesetzt werden, biologisch erst als Aggregate hdherer Ordnung aktiv sind, dagegen 
als Trimere in vitro und in vivo an Rezeptoren binden, diese aber nicht aktivieren, son- 
dern vielmehr kompetitiv die Bindungsstellen besetzen und kein biologisch aktivieren- 
des Signal ausldsen kdnnen, sondern ausschliefilich blockieren. 

15 Bei physiologisch membranstandigen Signalproteinen, bspw. bei TNF-Cytokinen, 
werden als Komponente A eines trimerisierenden rekombinante Signalproteins Spalt- 
prodnkte, die die extramembranosen, insbesondere die extrazellularen Proteinabschnit- 
te, umfassen, bevorzugt. Aber auch Aminosauresequenzen, die als Antigene wirken 
kdnnen, konnen als Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein eingesetzt wer- 

20 den. Schliefilich kSnnen als Komponente A auch Rezeptoren, z.B. Rezeptoren aus der 
TNF-Rezeptorfamilie (bspw. FasR), oder Abschnitte bzw. Derivate solcher Rezeptoren 
zum Einsatz kommen, die gleichfalls Bindungsfunktion haben (damit also als Bin- 
dungspartner mit einem anderen MolekOl, bspw. membranstandigem FasL, in Wech- 
selwirkung treten) und i.S. der vorliegenden Erfindung daher auch unter den Begriff 

25 "Ligand" fallen. Derartige bindungsfahige Fragmente von biologischen Rezeptoren 
eignen sich insbesondere zur Verwendung als Arzneimittel, wenn der komplementare 
biologische Ligand beim Patienten in unphysiologisch hohen Konzentrationen vor- 
liegt 

30 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform kdnnen die Komponenten A die in erfindungs- 
gemSfien Trimeren vorliegen, identische Komponenten A (Homotrimere) oder unter- 
schiedliche Komponenten A (Heterotrimere) aufweisen, d.h. es kdnnen verschiedene 
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rekombinante Fusionsproteine ein erfindungsgemaBes Trimer bilden. Auf diese Weise 
konnen Proteine mit verschiedenen Komponenten A, ggf. mit unterschiedlicher biolo- 
gischer Funktion, im erfindungsgemaBen Trimer verbunden sein. Hierbei konnen die 
Komponenten A von zwei rekombinanten Proteinen identisch sein und das dritte Fusi- 
5 onsprotein hinsichtlich seiner Komponente A abweichen oder auch alle drei Fusions- 
proteine sich in Hinblick auf die Komponente A unterscheiden. Auf diese Weise wer- 
den durch die Wahl, die Anordnung, die spezifische Kombination und/oder durch die 
Anzahl der Komponenten A im Trimer typischerweise fein modulierte inhibitorische, 
ggf. in Kombination mit aktivierenden, Wirkungen erzielt werden konnen. 

10 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei der Komponente A 
im rekombinanten Fusionsprotein urn ein Peptidhormoa, einen Wachstumsfaktor, ein 
Cytokin, ein Interleukin oder einen Abschnitt derselben, vorzugsweise urn einen bin- 
dungsfahigen Abschnitt. Aber auch funktionelle Derivate der vorgenannten Peptide, 
1 5 Proteinabschnitte und/oder Proteine konnen als Komponente A im rekombinanten Fu- 
sionsprotein, das Bestandteil eines erfindungsgemaBen Trimers ist, zum Einsatz kom- 
men* 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen trimer en 
20 rekombinanten Fusionsproteins umfafit dessen Komponente A einen Rezeptor, bei- 
spielsweise einen Rezeptor fur ein Peptidhormon, einen Wachstumsfaktor, ein Cyto- 
kin, ein Interleukin, oder es handelt sich bei der Komponenten A des erfindungsgema- 
Ben Fusionsproteins urn einen Abschnitt bzw. ein Derivat eines derartigen Rezeptors. 
Besonders bevorzugte Beispiele fur einen solchen Rezeptor sind Rezeptoren aus der 
25 TNF-Rezeptorfamilie, insbesondere FasR (im folgenden auch lediglich als Fas be- 
zeichnet). 

Als funktionelle Derivate von biologisch aktiven Proteinen, Proteinabschnitten oder 
Peptiden werden insbesondere solche Proteine bezeichnet, die die biologische Funkti- 
30 on, insbesondere die Bindungseigenschaft an den Interaktionspartner, bspw. den 
membranstandigen Rezeptor, aufrechterhalten, gleichwohl aber Sequenzunterschiede 
zu den entsprechenden nativen Sequenzen aufweisen. Bei dies en Sequenzabweichun- 
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gen kann es sich urn eine oder mehr Insertion(en), Deletion(en) und/oder Substituti- 
on(en) handeln, wobei eine Sequenzhomologie von mindestens 70% bevorzugt und 
eine Sequenzhomologie von mindestens 85 % zwischen dem eingesetzten Derivat und 
der nativen Sequenz starker und mindestens 90 % ganz besonders bevorzugt ist. Insbe- 
5 sondere fallen unter den Begriff der funktionellen Derivate solche Aminosauresequen- 
zen, die gegenuber den physiologischen Sequenz en konservative Substitution aufwei- 
sen. Als konservative Substitutionen werden solche Substitutionen bezeichnet, bei de- 
nen Aminosauren gegeneinander ausgetauscht werden, die aus der gleichen Klasse 
stammen. Insbesondere gibt es Aminosauren mit aliphatischen Seitenketten, positiv 

10 oder negativ geladenen Seitenketten, aromatischen Gruppen in der Seitenketten oder 
Aminosauren, deren Seitenketten Wasserstoffbrucken eingehen konnen, bspw. Seiten- 
ketten, die eine Hydroxyfunktion besitzen. Das bedeutet, daB bspw. eine Aminosaure 
mit einer polaren Seitenkette durch eine andere Aminosaure mit einer gleichfalls pola- 
ren Seitenkette ersetzt wird oder beispielsweise eine durch eine hydrophobe Seitenket- 

15 te gekennzeichnete Aminosaure durch eine andere Aminosaure mit gleichfalls 
hydrophober Seitenkette substituiert wird (z.B. Serin (Threonin) durch Threonin 
(Serin) bzw. Leucin (Isoleucin) durch Isoleucin (Leucin)). Insertionen und 
Substitutionen sind insbesondere an solchen Sequenzpositionen moglich, die keine 
Veranderung der dreidimensionalen Struktur hervorrufen oder den Bindungsbereich 

20 betreffen. Eine Veranderung einer dreidimensionalen Struktur durch Insertion(en) oder 
Deletion(en) ist bspw. mit Hilfe von CD-Spektren (Zirkulardichroismus-Spektren) 
leicht uberprufbar (Urry, 1985, Absorption, circular Dichroism and ORD of 
Polypeptides, in: Modem Physical Methods in Biochemistry, Neuberger et al. (Hrgb.), 
Elsevier, Amsterdam). Geeignete Verfahren zur Herstellung von Proteinen mit 

25 Aminosauresequenzen, die gegenuber der (den) nativen Sequenzen Substitutionen 
aufweisen, werden bspw. in den Druckschriften US 4,737,462, US 4,588,585, US 
4,959,314, US 5,116,943, US 4,879,111 und US 5,017,691 offenbart Die Herstellung 
von Derivaten ist insbesondere auch bei Sambrook et al, (1989, Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press) beschrieben, wobei Codons 

30 weggelassen, erganzt oder ausgetauscht werden konnen. Derivate konnen insbesondere 
auch solche Proteine sein, die stabilisiert sind, urn der physiologischen Degradation zu 
entgehen, bspw. durch Stabilisierung des Proteinruckgrats durch Substitution der 
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durch Stabilisierung des Proteinruckgrats durch Substitution der amidartigen Bindung, 
bspw. auch durch den Einsatz von B-Aminosauren. 



Unter einem Liganden werden i.S. der vorliegenden Erfindung alle an Bindungsreakti- 
onen beteiligten M olekule verstanden. Bei einem Liganden kann es sich demnach auch 
um ein normal erweise als Rezeptor bezeichnetes Protein handeln. Auch ein solcher 
Rezeptor kann "Ligand" i.S. dieser Erfindung sein, bspw. wenn er an seinen Interakti- 
onspartner, z.B. ein Signalmolekul, bindet. 



10 Besonders bevorzugt ist ein Trimer von rekombinanten Fusionsproteinen dann, wenn 
die Komponente A im rekombinanten Fusionsprotein ein Cytokin aus der Familie 
TNF-Cytokine, ein Abschnitt eines solchen TNF-Cytokins oder ein funktionelles Deri- 
vat eines TNF-Cytokins oder eines entsprechenden TNF-Cytokin-Abschnitts ist Dabei 
kann die biologische Wirkung der eingesetzten TNF-Cytokine bei den Zielzellen durch 

15 Bindung an die entsprechenden Rezeptoren in vivo (z.B. bei der Bindung in Form ei- 
nes Aggregats hoherer Ordnung) bspw. apoptotische, proliferative oder aktivierende 
Wirkungen hervorrufen, typischerweise als Trimer dann aber nur noch die Bindung an 
den jeweiligen Rezeptor sicherstellen, jedoch nicht mehr die aktivierende Funktion 
ausuben. In einer nicht abschliefienden Aufzahlung kommen als TNF-Cytokine und 

20 damit als Komponente A im Fusionsprotein insbesondere die Proteine OX40L, 
RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41 -BB, GITRL, APRIL, VEGI und 
BAFF bzw. deren Abschnitte oder Derivate in Betracht. Ganz besonders bevorzugt 
sind die Proteine CD40L, FasL, TRAIL, TNF (insbesondere TNF, das an den Rezeptor 
TNF-R2 bindet), CD30L und EDA bzw. deren Abschnitte oder Derivate. Als Kompo- 

25 nente A im rekombinanten Fusionsprotein werden dabei bevorzugt extrazellulare Ab- 
schnitte der vorgenannten membranstandigen TNF-Cytokine oder deren funktionelle 
Derivate verwendet. Ganz besonders bevorzugt sind diese Spaltprodukte dann, wenn 
insbesondere deren Bindungsdungsvermdgen an den jeweiligen Rezeptor erhalten 
bleibL Auch funktionelle Derivate, im oben genannten Sinn, der vorgenannten TNF- 

30 Cytokine oder Abschnitte der TNF-Cytokine konnen als Komponente A des Fusions- 
proteins zum Einsatz kommen. In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
ist die Komponente A des rekombinanten Fusionsproteins, das Bestandteil des erfin- 
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dungsgemaBen Trimers ist, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus hFasL (AA 139- 
281), hTRAIL (AA 95-281), hCD40L (AA 1 16-261) und m oder hTNFa (AA 77-235). 

ErfindungsgemaB ergeben sich demnach folgende Moglichkeiten: Die fur ein rekom- 
5 binantes Fusionsprotein, das Bestandteil eines erfindungsgemaB en Oligomers werden 
soil, ausgewahlte Komponente A liegt bereits als solche in Losung als Trimer. Die 
Komponente B wird in einem solchen Fall die Trimerisierung der Komponenten A nur 
noch verstarken. Diese Situation findet sich bspw. dann, wenn die Komponente A, 
bspw. ein TNF-Ligand bzw. ein Abschnitt oder Derivat desselben, die bereits in L6- 

1 0 sung typischerweise trimerisiert ist, durch die Komponente B in seiner trimer en Gestalt 
weiter stabilisiert werden soil. Fur den Fall jedoch, daB die Komponente A eines re- 
kombinanten Fusionsproteins als solche in Losung bzw. in vivo keine durch Oberfla- 
chen-Wechselwirkung vermittelte Trimerstruktur zeigt, wird die Komponente B erfin- 
dungsgemaB eine Trimerisierung der Komponente A der rekombinanten Fusionsprote- 

1 5 ine sicherstellen mfissen. Letzteres tritt bspw. typischerweise dann ein, wenn als Kom- 
ponente A des rekombinanten Fusionsproteins nur Abschnitte des nativen Proteins 
verwendet werden, die als solche nicht trimerisieren kdnnen oder zumindest in vivo 
nicht als Trimer vorliegen, weil bspw. das Gleichgewicht stark auf die Seite des Mo- 
nomers verschoben ist, also bspw. Abschnitte von Cytokinen, insbesondere C- 

20 terminate Abschnitte (bspw. umfassend mindestens 100 AS (jeweils gerechnet vom C- 
Terminus), vorzugsweise mindestens 120 AS und insbesondere bevorzugt mindestens 
150 AS vom C-Terminus) von FasL, CD40L, CD30L, TRAIL, EDA oder TNF. 

Bei der Komponente A des rekombinanten Fusionsproteins kann es sich aber in einer 
25 bevorzugten Ausfuhrungsform auch urn eine Aminosauresequenz nach MaBgabe der 
vorliegenden Erfindung handeln, die dazu geeignet ist, als Trager fur einen Rezeptora- 
gonisten oder Rezeptorantagonisten zu fungieren. So etwa kann ein als pharmakologi- 
scher Wirkstoff aktives, kleines organisch-chemisches Molekul typischerweise kova- 
lent an eine derartige Aminosauresequenz angekoppelt werden, beispielsweise fiber 
30 eine Etherbindung an Threonin oder Serin, eine amidartige Bindung oder fiber eine 
Esterbindung. Derartige angekoppelte Agonisten oder Antagonisten konnen die Bin- 
dungskonstante eines erfindungsgemafien Trimers erhohen, vorzugsweise auf Werte 
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von mindestens 10" 9 NT 1 , oder die biologische Wirkung modulieren, insbesondere das 
inhibitorische Verhalten eines erfindungsgemafien Trimers, insbesondere in Hinblick 
auf die Inhibition der Auslosung der apoptotischen Signalkaskade, verstarken. Daruber 
hinaus kann ein erfindungsgemafier Trimer als Trager pharmakologisch wirksamer 
5 Substanzen eingesetzt werden. Auf diese Weise kann ein pharmakologischer Wirkstoff 
durch die Wahl eines entsprechenden erfindungsgemafien Tragertrimers selektiv in 
raumliche Nachbarschaft bestimmter Zellen, die den pharmakologischen Angriffsort 
dieser Wirkstoffe darstellen gebracht werden. In Betracht kommt bspw. die Kopplung 
eines derartigen Wirkstoff es an ein FasL-Trimer, wobei die Bindung des FasL-Trimers 

1 0 den FasR blockiert (und damit erfindungsgemafi die Apoptose inhibiert, der Zelle da- 
mit das Uberleben sichert), wahrend der Wirkstoff unmittelbar auf die Zielzelle aufge- 
bracht wird. Eine Verwendung eines diesbezuglichen Systems konnte sich bspw. erge- 
ben, wenn als Wirkstoff cytotoxische Substanzen mit dem Trimer verknupft werden, 
die einen Angriff von Immunzellen gegen die Zielzellen verhindern, bspw. bei degene- 

1 5 rativen, insbesondere neurodegenerativen Eikrankungen, vor all em Morbus Parkinson 
oder Morbus Alzheimer. Im Falle von Morbus Parkinson kann auf diese erfindungs- 
gemafie Weise der Untergang der Dopamin erzeugenden Zellen in der Substantia Nigra 
verhindert werden. Allgemein wird daher der Einsatz derartiger Systeme von erfin- 
dungsgemafiem Trager und ggf. kovalent angekoppelter Wirkstoffkomponente als 

20 Arzneimittel in der Human- oder Veterinarmedizin offenbart 



Bei der Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins wird es sich typischerweise 
urn ein Protein aus der Familie der Clq-Proteine oder der Collectine handeln. Beson- 
ders bevorzugt sind die Proteine der Clq- oder der Collectin familie als Bestandteil des 

25 rekombinanten Fusionsproteins, namlich als Komponente B, dann, wenn nur deren 
Trimerisierungsdomane, nicht aber deren Oligomerisierungsdomane als Bestandteil 
des rekombinanten Fusionsprotein transkribiert bzw. translatiert wird. Vorzugsweise 
wird die Komponente B im rekombinanten Fusionsprotein auch die fur die vorgenann- 
ten Proteine im nativen Zustand charakteristische globulare "Kopf-Domane nicht ent- 

30 halten. Die vorgenannte Komponente B in einem erfindungsgemafien rekombinanten 
Fusionsprotein wird also eine Sequenz aufweisen, die typischerweise nur den bspw. 
kollagenartigen Abschnitt enthalt, der die Funktionalitat zur Trimerisierung durch 
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Ausbildung einer Tripelhelix aufweist, nicht aber jene Sequenzabschnitte, die daruber 
hinaus die Fahigkeit besitzen, mit anderen Tripelhelices eine Bi- oder Oligomerstruk- 
tur (bspw. ein Tetra- oder Hexamer von bspw. Tripelhelices) einzugehen. 

5 Typischerweise wird daher das trimerisierende Fusionsprotein nur die fur die Trimeri- 
serung verantwortlichen Domanen der Proteine aus den Familien der Clq-Proteine 
oder Collectine als Komponente B aufweisen, wahrend deren jeweilige "Kopf 1 - 
Domanen durch andere, gleichfalls eine biologische Funktion wahrnehmende Proteine 
oder Proteinabschnitte als Komponente A ersetzt werden. Der Begriff "rekombinantes 
10 Fusionsprotein" ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung also so zu verstehen, dafi 
die mindestens eine Komponente A und die mindestens eine Komponente B im re- 
kombinanten Fusionsprotein artifiziell fusioniert sind, d.h., dafi ein Fusionsprotein i.S. 
der vorliegenden Erfindung keinem naturlich auftretenden Protein entspricht 

15 Auch fimktionelle, d.h. trimerisierende, Derivate von Proteinen aus der C 1 q-Protein- 
Familie oder der Familie der Collectine bzw. fimktionelle Derivate von Abschnitten 
der vorgenannten Proteine konnen als Komponente B fur die Aggregation von rekom- 
binanten Fusionsproteinen zu Trimeren zum Einsatz kommen. Dabei wird beispiels- 
weise die Komponente B die entsprechenden Sequenzabschnitte der Proteine Clq, 

20 MBP, SP-A ("lung surfactant protein A"), SP-D ("lung surfactant protein D"), BC 
(Bovines Serumconglutinin), CL43 (Bovines Collectin-43) und/oder ACRP30 oder 
auch von funktionellen Derivaten dieser Proteinabschnitte enthalten. 

Besonders bevorzugt sind Trimere von rekombinanten Fusionsproteinen dann, wenn 
25 die Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins einen Proteinabschnitt des Pro- 
teins Clq oder des Proteins ACRP30 mit einem Sequenzabschnitt von mindestens 8 
AS Lange, typischerweise mindestens 20 AS Lange aus den kollagenartigen Sequenz- 
bereichen, die eine Tripelhelix bilden, oder ein funktionelles Derivat derselben auf- 
weist Als ganz besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
30 stellen sich Trimere von rekombinanten Fusionsproteinen dar, deren Komponente B 
eine Aminosauresequenz gemafi Figur 1 (eingerahmte Sequenz, AS 45 bis 111) oder 
ein funktionelles Derivat dieser murinen (m: murin) Aminosauresequenz (bspw. die 
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analoge humane Sequenz oder die analoge Sequenz eines anderen Saugetiers) bzw. 
einen Abschnitt dieser Sequenz enthalt 

Insbesondere bevorzugt sind Trimere solcher Fusionsproteine, die Sequenzen aus ver- 
5 schiedenen Wirtsorganismen aufweisen. Ganz besonders bevorzugt sind erfindungs- 
gemafie Aggregate dann, wenn sie aus chimaren Fusionsproteinen stammen, wobei die 
Komponente A aus einer anderen Tierart stammt als die Komponente B. Derart kann 
es vorteilhaft sein, daJJ die Komponente A einer Aminosauresequenz aus der Maus, 
Ratte, Schwein oder einem anderen Vertebraten, insbesondere aus einem S auger, oder 
10 einem funktionellen Derivat derselben entspricht und die Komponente B humanen 
Ursprungs ist oder umgekehrt Andererseits bevorzugt konnen die Sequenzen der 
Komponente A und der Komponente B in einem erfindungsgemaBen Fusionsprotein, 
das ein erfindungsgemafies Trimer bildet, aber auch aus der gleichen Tierart stammen. 

15 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfonn der vorliegenden Erfindung erfolgt 
die Trimerisierung der rekombinanten Fusionsproteine durch eine kurze Aminosaure- 
sequenz von mehr als 6 Amino sauren, vorzugsweise von 8 bis 30, ganz besonders be- 
vorzugt von 8 bis 20 Aminosauren, die in den rekombinanten Fusionsproteinen als 
Komponente B vorhanden ist Die durch diese kurzen Aminosauresequenzen eireichte 

20 Trimerisierung von Fusionsproteinen, beruht typischerweise auf der Ausbildung von 
Supersekundarstnikturen, insbesondere auf der Ausbildung von „coiled-coil"- 
Tripelhelices. Hierzu sind bspw. alle Sequenzabschnitte von Proteinen geeignet, die 
durch Ausbildung von Supersekundarstrukturen Trimere generieren, z.B. typische Kol- 
lagen-artige Tripelhelices bzw. Abschnitte derselben (wie sie z.B. bei den Proteinen 

25 CMP, COMP, Kollagen oder Laminin). 

Da die zur Trimerisierung fuhrende Komponente B des rekombinanten Fusionsprote- 
ins erfindungsgemafi im wesentlichen keine hoheren Aggregate bilden sollte, sollte die 
Komponente B typischerweise keinen Cysteinrest aufweisen, der eine intermolekulare 
30 Disulfidbrucke ausbilden kann. Vorzugsweise wird die Komponente B in einem re- 
kombinanten Fusionsprotein daher keinen Cysteinrest oder nur solche Cysteinreste, die 
eine intramolekulare Disulfidbrucke, also im rekombinanten Fusionsprotein selbst, 
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besitzen, um zu vermeiden, daB unter oxidierenden Bedingungen eine kovalente Ver- 
knupfung mit dem mindestens einen Cysteinrest eines Fusionsproteins eines anderen 
Trimers auftreten kann. 

5 Das Fusionsprotein kann neben den Komponenten A und B zusatzliche Sequenzab- 
schnitte aufweisen. Bevorzugt sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung in diesem 
Zusammenhang sog. Tag-S equenzen, beispielsweise mindestens ein Flag-Tag, also die 
Aminosaurenfol ge DYKDDDDK, und/oder aber auch beispielsweise mindestens ein 
His-Tag (enthaltend mehrere konsekutive Histidine, bspw. mindestens 5) und/oder 

10 weitere Tag- oder antigenische S equenzen. Daruber hinaus konnen die einzelnen Ab- 
schnitte (Komponenten A, B oder Tagsequenzen, wobei auch zwei oder mehr Kompo- 
nenten A im erfindungsgemaBen Fusionsprotein auftreten konnen) eines erfindungs- 
gemaBen Fusionsproteins durch Linkers equenzen voneinander getrennt sein. Diese 
Linkersequenzen (mindestens 2 AS, vorzugsweise mindestens 5 AS) dienen zur struk- 

15 turellen Abtrennung der verschiedenen funktionellen Komponenten im rekombinanten 
Fusionsprotein und konnen bevorzugt audi eine " Scharnier"-Funktion ubernehmen, 
d.h. eine Aminosauresequenz flexibler Struktur darstellen. Ganz besonders bevozugt 
sind solche Linker, die mindestens eine proteolytische Schnittstelle enthalten, die es 
erlaubt, die Komponenten A von den Komponenten B abzutrennen. Bei der proteolyti- 

20 schen Schnittstelle im Linker handelt es sich vorzugsweise um eine Thrombin- 
Konsensussequenz. 

Die Komponente A kann grundsatzlich C- oder N-terminal von der Komponente B 
angeordnet sein, vorzugsweise C-terminaL Die Tag-S equenzen konnen an jeder Positi- 
25 on eins erfindungsgemaBen rekombinanten Fusionsprotein auftreten, vorzugsweise am 
N-Terminus. 

Als weiterer Erfindungsgegenstand der vorliegenden Erfindung werden auch Verfah- 
ren offenbart, die zur Blockierung von zellularen extramembrano sen Rezeptoren die- 
30 nen. Derartige Verfahren zeichnen sich durch Rekombination mindestens einer Kom- 
ponente A, die einem Protein oder Proteinabschnitt mit biologischer Funktion ent- 
spricht, mit mindestens einer trimerisierenden Komponente B axis, wobei zunachst (a) 
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ein derartiges rekombinantes Fusionsprotein, bspw. in einem Expressionsvektor, 
exprimiert wird, (b) isoliert wird und dann (c) fur in vitro Untersuchungen einer Zell- 
kultur, bspw. einer Zellsuspension, zugegeben wird. Damit ist das vorliegende Verfah- 
ren geeignet, fur in vitro Untersuchungen, Zellen bspw. vor dem apoptotischen Zelltod 
5 zu bewahren. Derartige Zellen mit verfahrensgemafi gebundenen erfindungsgemaBen 
Trimeren konnen dann fur weitere in vitro Untersuchungen eingesetzt werden oder 
auch zur Herstellung eines Arzneimittels dienen. Im Falle einer hohen Bindungskon- 
stante konnen derartige in vitro behandelte Zellen retransplantiert werden. Bspw. 
kommt eine derartige Vorgehensweise bei Autoimmunerkrankungen oder degenerati- 
10 ven Erkrankungen in Betracht, urn die Zellen vor einem apoptotischen Untergang in 
vivo zu bewahren. 

Ganz besonders bevorzugt ist ein Verfahren obiger Art dann, wenn die Komponente A 
ein TNF-Cytokin, ein Abschnitt eines TNF-Cytokins oder ein funktionelles Derivat 
15 eines solchen Proteins oder Proteinabschnitts ist 

Trimere der vorliegenden Erfindung kommen zur Herstellung eines Arzneimittels bzw. 
zur Behandlung von Erkrankungen oder Storungen zum medizinischen, d.h. sowohl 
zum human- als auch zum veterinarmedizinischen Einsatz, in Betracht, insbesondere 

20 wenn die Komponente A ein Signalprotein oder ein Abschnitt eines solchen oder ein 
Derivat des Proteins oder Abschnitts ist Ein weites Spektrum von Erkrankungen oder 
Storungen kann mit den erfindungsgemaB beanspruchten Trimeren (Hetero- oder Ho- 
motrimere) behandelt werden. Ihre Verwendung ist insbesondere dann gegeben, wenn 
erhohte extrazellulare Konzentrationen der entsprechenden physiologischen Liganden 

25 oder eine Erhohung der Zahl der membranstandigen Rezeptoren bei einem Krank- 
heitsbild auftreten/auftritt. Hierbei kann es sich auch urn erhohte Konzentrationen von 
membranstandigen Signalmolekulen, bspw. TNF-Cytokinen (bspw. FasL), auf den 
Zellen selbst oder von loslichen Signalmolekulen, bspw. nach Proteasespaltung losli- 
chem TNF-Cytokin, handeln. In einer keinesfalls abschliefienden Aufzahlung konnen 

30 derartige erfindungsgemafie Trimere bspw. zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von hyp erinfl ammatori schen Storungen, Autoimmunerkrankungen, Er- 
krankungen, die auf hyperapoptotischen Reaktionen beruhen, oder degenerativen, ins- 
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besondere neurodegenerativen Erkrankungen (bspw. Morbus Parkinson), ggf. auch 
viralen Infektionen eingesetzt werden. Erfindungsgemafie Trimere sind dann ganz be- 
sonders geeignet, wenn die Erkrankung eine Behandlung erforderlich macht, die die 
biologische Wirkung von nativen Cytokinen verhindern mochte, also zur Blockade 
5 entsprechender Cytokin-Rezeptoren dient Als Beispiele ware zu nennen: Behandlung 
von viraler Hepatits (HBV, HCV), Alkohol- induzierte Hepatitis-Erkrankungen, cho- 
lestatische Hepatitis, Morbus Wilson, Hepatitis wegen Stoning des Autoimmunsys- 
tems, von Abstofiungsreaktionen nach Lebertransplantation, GvHD, TEN (toxische 
epidermale Nekrolyse), Hashimoto Thyroiditis oder Multiple Sklerose. 

10 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind DNA-Sequenzen, die fur 
Fusionsproteine der vorgenannten Art kodieren. Derartige DNA-Sequenzen werden in 
Expressionsvektoren exprimiert, wobei auch die entsprechenden Expressionsvektoren, 
die eine DNA-Sequenz fur die erfindungsgemafien Fusionsproteine enthalten, Gegens- 

1 5 tand der Erfindung sind. Weiterhin gehoren zur vorliegenden Erfindung solche Wirts- 
zellen, die mit DNA-Sequenzen, die fur die erfindungsgemafien Fusionsproteine kodie- 
ren, transfiziert sind. Ganz besonders bevorzugt sind in diesem Zusammenhang Wirts- 
zellen, die mit Expressionsvektoren transfiziert sind, wobei die Expressionsvektoren 
wiederum DNA-Sequenzen enthalten, die fur die erfindungsgemafien Fusionsproteine 

20 kodieren. Alle vorgenannten Gegenstande nach dieser Erfindung kommen als Arznei- 
mittel bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels, insbesondere zur Behandlung von 
Erkrankungen, die in der vorliegenden Patentanmeldung offenbart sind, ggf. als Be- 
standteil einer Zusammensetzung in Betracht 



25 Die erfindungsgemafien Trimere bzw. die weiteren Gegenstande der vorliegenden Er- 
findung werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt so zur Herstellung 
eines Arzneimittels bzw. zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen oder Sto- 
rungen verwendet, dafi sie zur parenteralen, d.h. beispielsweise subkutanen, intramus- 
kularen, intraarteriellen oder intravenosen, oder oral en oder intranasal en oder anal en, 

30 intraperitonealem, vaginalen oder bukkalen, intrazerebralen, intraokularen Verabrei- 
chung (Injektion oder Infusion) , ggf. auch zur topischen Applikation, geeignet sind. 
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Die erfindungsgemaBen Trimere bzw. Wirtszellen, die erfindungsgemafie Trimere bil- 
den, oder die DNA-Sequenzen, die fur rekombinante Fusionsproteine codieren, die 
Trimere bilden konnen, oder entsprechende Expressionsvektoren konnen jeweils als 
solche als Arzneimittel dienen bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels herangezogen 
5 werden. Sie konnen aber auch in Kombination mit anderen aktiven Wirkstoffkompo- 
nenten bzw. pharmazeutischen Hilfs-, Trager- oder Zusatzstoffen als Arzneimittel zum 
Einsatz kommen. Die erfindungsgemaBen Trimere oder die weiteren Erfindungsge- 
genstande konnen damit als Bestandteile in Kombination mit pharmazeutisch akzep- 
tablen Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen kombiniert werden. Offenbart werden 

1 0 nach MaBgabe der vorliegenden Erfindung daher auch (pharmazeutische) Zusammen- 
setzungen, enthaltend erfindungsgemafie Gegenstande, insbesondere erfindungsgema- 
fie Trimere. Entsprechende Herstellungswege sind bei "Remington's Pharmaceutical 
Sciences" (Mack Pub. Co., Eastern, PA, 1 980) offenbart, das vollinhaltlich Bestandteil 
der Offenbarung der vorliegenden Erfindung ist Fur die parenterale Verabreichung 

15 kommen als Tragerstoffe bspw. steriles Wasser, sterile Kochsalzlosungen, Polyalky- 
lenglykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokompatible Lactidpolyme- 
re, Lactid/Glycolidcopolymer oder Polyoxyethylen-/Polyoxypropylencopolymere in 
Betracht. Erfindungsgemafie Zusammensetzungen konnen Fullsubstanzen oder Sub- 
stanzen, wie Lactose, Mannitol, Substanzen zur kovalenten Anknupfung von Polyme- 

20 ren, wie z.B. Polyethylenglykol an erfindungsgemafie Inhibitoren, Komplexierung mit 
Metallionen oder Einschlufi von Materialien in oder auf besondere Praparationen von 
Polymerverbindung, wie z.B. Polylaktat, Polygl>1colsaure, Hydrogel oder auf Liposo- 
men, Mikroemulsion, Micellen, unilamelare oder multilamelare Vesikel, Erythrozyten- 
Fragmente oder Spharoplasten, enthalten. Die jeweiligen Ausfuhrungsformen der Zu- 

25 sammensetzungen werden abhangig vom physikalische Verhalten, beispielsweise in 
Hinblick auf die Loslichkeit, die Stabilitat, Bioverfugbarkeit oder Abbaubarkeit ge- 
wahlt Konstrollierte oder konstante Freisetzung der erfindungsgemaBen Wirkstoff- 
komponente in der Zusammensetzung schliefit Formulierungen auf der Basis lipophiler 
Depots ein (z.B. Fettsauren, Wachse oder Ole). Im Rahmen der vorliegenden Erfin- 

30 dung werden auch Beschichtungen erfindungsgemafier Substanzen oder Zusammen- 
setzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen mit Polymeren of- 
fenbart (z.B. Poloxamere oder Poloxamine). Weiterhin konnen erfindungsgemaBen 
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Substanzen bzw. Zusammensetzungen protektive Beschichtungen, z.B. Proteaseinhibi- 
toren oder Permeabilitatsverstarker, aufweisen. 

5 ErfindungsgemaBe Trimere finden bevorzugt auch Verwendung im Bereich der In- 
vitro-Diagnose oder aber beispielsweise fur biochemische Reinigungsverfahren. Zu 
denken ist an den Einsatz von erfindungsgemaBen Trimeren im Rahmen von bioche- 
mischen Reinigungsverfahren, insbesondere chromatographischen Verfahren, bspw. 
auf Reini gungssaul en, die mit derartigen Komplexen bepackt sein konnen, urn bspw. 
1 0 Zellen, die die korrespondierenden extrazellularen Rezeptoren exprimieren, isolieren 
zu konnen. Damit wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Verwendung von 
derartigen Komplexen auch zu Nachweiszwecken offenbart. 

Als weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung werden vorliegend Fusionsprote- 

15 ine beschrieben, die zur Trimerisierung von geeignet sind, sofern das rekombinante 
Fusionsprotein mindestens eine Komponente A und mindestens eine Komponente B 
enthalt, wobei die Komponente A ein Protein oder einen Proteinabschnitt mit biologi- 
scher Funktion, insbesondere mit Ligandenfunktion fur Antikorper oder Rezeptoren 
enthalt, und die Komponente B einen trimerisierenden Abschnitt oder ein funktionelles 

20 Derivat eines solchen Abschnitts eines Proteins, wie als Bestandteil der erfindungsge- 
maBen Trimere oben beschrieben, enthalt Damit werden erfindungsgemafi alle jene 
rekombinaten Fxisionsproteine offenbart, die zuvor als Bestandteil e von erfindungsge- 
mafien Trimeren offenbart sind. Die obige Offenbarung — im Zusammenhang mit er- 
findungsgemaBen Trimeren - zu den Komponenten A und B bzw. zur Konstruktion 

25 eines rekombinanten Fusionsproteins korrespondiert daher mit den Ausfuhrungsfor- 
men eines erfindungsgemaBen rekombinanten Proteins selbst. So ist die Komponente 
B eines erfindungsgemaBen rekombinanten Fusionsproteins typischerweise ein Prote- 
inabschnitt ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der Familie der Clq-Proteine 
oder der Collectine bzw. aus der Familie der kollagenartigen Proteine, wobei die 

30 Komponente B des rekombinanten Fusionsproteins vorzugsweise ausschliefilich einen 
trimerisierenden Abschnitt enthalt, aber keine die Trimere oligimerisierende Struktur 
oder globulare ,JCopf *-Domane aufweist. Typischerweise wird die Komponente B 
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daher mindestens eine Aminosauresequenz mit dem Heptadmuster (abcdefg) n aufwei- 
sen, das strukturell eine eine Tripelhelix bildenden Helix bildet, deren Aminosauren in 
den Positionen a und d vorzugsweise apolare Seitenketten tragen und dadurch die 
Ausbildung der oben beschriebenen superhelikalen Struktur, hier als Tripelhelix aus 
5 drei Helices erlauben. Derartige Sequenzen aus mindestens einem Heptadmuster, vor- 
zugsweise mindestens zwei konnen bspw. aus einem der folgenden Protein Keratin, 
Kollagen, Clq, MBP, SP-A, SP-D, BC, CL43 oder ACRP30 stammen. Auch ein funk- 
tionelles Derivat eines solchen Abschnitts der vorgenannten Proteine kann im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung zum Einsatz kommen, wobei die oben gewahlte Definition 
1 0 eines funktionellen Derivats fur die Komponente A entsprechend auch fur die Kompo- 
nente B gilt 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Inhibitor, der als Hexamer 
(2x3) durch Ausbildung einer Disulfidbrucke in Losung in vitro vorliegt (ApoFasL- 

1 5 060). In vivo liegt dieser Inhibitor - ggf. in oxidierendem Milieu - als Trimer vor oder 
verhalt sich wie ein Trimer und entfaltet auf diese Weise inhibitorische Eigenschaften. 
ApoFasL-060 besteht aus einer N-terminalen Flag-Sequenz, einem Linker und einem 
spezifischen Linker sowie den AS 103 bis 138 aus hFasL und den AS 139 bis 281 
(Komponente A), ebenfalls axis hFasL (s. Fig. 1). Analog kann ein Inhibitor der Art 

20 von ApoFasL-060 auch als Komponente A die entsprechenden Bindungsabschnitte 
anderer TNF-Cytokine tragen, bspw. OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, 
CD27L, 41 -BB, GITRL, APRIL, VEGI und BAFF bzw. deren Abschnitte oder Deriva- 
te in Betracht Ganz besonders bevorzugt sind die Proteine CD40L, FasL, TRAIL, 
TNF (insbesondere TNF, das an den Rezeptor TNF-R2 bindet), CD30L und EDA bzw. 

25 deren Abschnitte oder Derivate, insbesondere deren jeweilige humane Sequenzen. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Figuren naher erlautert: 

30 Figur 1 zeigt die Aminosauresequenz der erfindungsgemafien FasL-Chimaren (FasL- 
199, FasL-060 und FasL-267) im Ein-Buchstab en-Code. Die beiden Proteinchimaren 
FasL-199 und FasL-267 enthalten einen Bestandteil des Proteins ACRP30, eines 
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Plasmaproteins, das stnikturell ahnlich dem Komplement-Faktor Clq ist und von Adi- 
pozyten produziert wird. Das Protein ACRP30 hat nativ eine Lange von 247 Amino- 
sauren, wobei sie am N-Terminus eine Sekretionssignalsequenz (AS 1 bis 17), mit 
einer nachfolgenden Sequenz von 27 Aminosauren (AS 18 bis 44), die fur die Oligo- 
5 merisierung des Proteins verantwortlich ist, aufweist Der nachfolgende Abschnitt (AS 
45 bis 110) des nativen Proteins enthalt 22 kollagenartige Sequenzwiederholungen, die 
demnach die ,,coiled-Coil"-Domane bilden. Diese coiled-Coil-Domane sorgt im nati- 
ven Zustand fur die Trimerisierung. 

10 Die Proteinchimare FasL- 199 (Kontrolle) wurde mit Hilfe einer PCR-Amplifizierung 
konstruiert und enthalt die vollstandige Oligomerisierungsdomane von murinem 
ACRP30 (mACRP30) (Aminosauren 18 bis 110). C-terminal hiervon das FasL- 
Chimarenprotein die Trimerisierungsdomane von FasL (Aminosauren 139 bis 281). 
Linker- S equenzen befinden sich zwischem dem N-terminalen Flag-Tag und dem 

15 mACRP30- Abschnitt sowie zwischen mACRP30 (Komponente B) und dem humanen 
hFasL-Abschnitt (Komponente A) (LQ). 

Das Chimarenprotein FasL-267 entspricht weitestgehend dem Konstrukt FasL- 199, 
weist jedoch eine Deletion des mACRP30-Abschnitts auf. Es enthalt nicht die Oligo- 
20 merisierungsdomane (Aminosauren 18 bis 44) von ACRP30. Die Deletionsmutante 
wurde durch PCR Verfahren aus dem EST-Klon AA673154 hergestellt Die Deletion 
der Aminosauren 18 bis 44 von mACRP30 bewirkt, dafi das Konstrukt als Trimer vor- 
liegt, wie durch die Gelfiltrationsexperimente gezeigL 

25 Das Chimarenprotein FasL-060 weist am N-Terminus eine Flag-Sequenz, gefolgt von 
einem Linker (GPGQVQLQ), einem spezifischen Linker, der eine Disulfidbrucke bil- 
den kann, die AS 103 bis 138 von humanem FasL (hFasL) und schliefilich als Kompo- 
nente A die AS 139 bis 281 von hFasL auf. Je nach Ausbildung der Disulfidbrucke 
verhalt sich ApoFasL-060 als Trimer oder als Hexamer. 

30 

Figur 2 zeigt in Figur 2A die Aktivitat von ApoFasL-060 und ApoFasL-267 in vitro in 
Hinblick auf die Uberlebensfahigkeit von Bjab-Zellen. Aufgetragen auf der y-Achse ist 
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jeweils die Absorbanz bei OD 490 nm, aufgetragen auf der x-Achse jeweils (in loga- 
rithmischer Darstellung) ist die Konzentration der zugegebenen Fusionsproteine fur 
den Zytotoxizitatstest Die optische Dichte bei 490 nm ist ein Mafi fur die Lebensfa- 
higkeit der Zellen (hohe optische Dichte entspricht einer geringen apoptotischer Wir- 
5 kung der zugegebenen Substanzen und damit einer hohen Lebensfahigkeit der Zellen). 
Dargestellt sind die Kurvenverlaufe fur Assays mit ApoFasL-267 (o), ApoFasL-060 
( ), jeweils ohne Zugabe von kreuzvernetzendem Antikorper, oder jeweils unter Zu- 
gabe von kreuzvernetzendem Antikorper (•, ■ ). FasL-267 allein ist auch bei hohen 
Konzentrationen (d.k geringer Verdunnung) fur die Zellen nicht zytotoxisch — im Un- 
1 0 terschied zu FasL-267 mit kreuzvernetzendem Antikorper. 

Figur 2B zeigt in einer Darstellung wie in Figur 2A die inhibitorische Aktivitat von 
ApoFasL-267 (o) und ApoFasL-060 ( ). Um die inhibitorische Aktivitat bestimmen zu 
konnen, wurden zur Auslosung der Apoptose oligomerisiertes FasL bei einer Konzent- 
1 5 ration von 50 ng/ml in alien Versuchen hinzugegeben. 

Figur 2C zeigt die Ergebnisse von Affinitatsuntersuchungert, und zwar vergleichend 
die Affinitat von FasL- 199 und FasL-267 gegenuber Bjab-Zellen. Hierbei konkurrieren 
ApoFasL-267 und FasL- 199 mit ZB4-Antik6rpern um die Bindung an Fas auf BJAB- 

20 Zellen. Aufgetragen ist der Prozentsatz von gebundenem ZB4 (einem anti-Fas- 
Antikorper) gegen die Konzentration von FasL-199 ( ) bzw. FasL-267 (o). Innerhalb 
der MeBungenauigkeiten ergab sich kein Unterschied in Hinblick auf das Affinitat der 
beiden FasL-Liganden. Damit konnte gezeigt werden, daB der Unterschied der beiden 
Liganden in Hinblick auf deren Zytotoxizitat nicht auf unterschiedlicher Bindungsaffi- 

25 nitat an den Rezeptor beruht. 

Figur 3 zeigt die Ergebnisse von in vivo-Experimenten, und zwar die Wirkung der 
ApoFasL-060-Inhibition auf die durch agonistischen anti-Fas- Antikorper J02 induzier- 
te Hepatolyse. Figur 3A zeigt die Ergebnisse von Versuchen, bei denen Mausen intra- 
30 venos entweder ApoFasL-060 (25 ^ig/Maus) oder Kochsalzlosung (Kontrolle) vor der 
intravenosen Injektion von 5 \xg J02-Antik6rper injiziert wurde. Die ausgefiillten Bal- 
ken in Figur 3 A stellen die Serumtiter (in U/ml) von ALT und die offenen Balken von 
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AST als Ergebnisse der Messungen vier Stunden nach iv Injektion dar. Die rechte Auf- 
tragung gibt das Ergebnis des Kontrollversuchs wieder. In Figur 3B ist die Uberlebens- 
rate von Mausen dargestellt, die 10 pg J02-Antikorper erhalten haben, und zwar nach 
Voibehandlung mit Kochsalzlosung (ausgefullte Balken) oder mit ApoFasL-060 (20 
5 |ig) (hellgraue Balken, jeweils 2. von links) oder nur mit ApoFasL-060 (dunkelgraue 
Balken, jeweils dritter von links) oder mit ApoFasL-060 und kreuzvemetzendem Anti- 
korper (mittelgraue Balken, jeweils rechts), in Abhangigkeit von der Zeit nach Verab- 
reichung (2h, 4h, 24h). Nach 4 h ist keine der Mause, die ausschlieBlich agonistischen 
J02-Antikorper erhalten hat (schwarze Balken), am Leben, wahrend der Inhibitor 
10 (hellgraue Balken) das Uberleben der Mause nahezu vollstandig ennoglicht Damit 
verhindert ApoFasL-060 die Letalwiikung des agonistischen anti-Fas-Antikorpers J02 
in Mausen. Durch kreuvernetzenden Antikorper wird die inhibitorische Wirkung von 
ApoFasL-060 (mittelgraue Balken) wieder aufgehoben. 

15 Figur 4 zeigt die Wirkung von ApoFasL-267 nach einem durch oligomerisiertes FasL 
induzierten Leberschaden. Figur 4 stellt die Ergebnisse aus Versuchen dar, bei denen 

> 

den Mausen intravenos entweder Kochsalzlosung oder 25 (ig von ApoFasL-267 vor 
der intravenosen Injektion von oligomerisiertem FasL (FasL- 199) injiziert wurde* Die 
Serumtiter von ALT (ausgefullte Balken) und AST (offene Balken) wurden nach Ab- 

20 lauf von vier Stunden analysiert Wiederum stellen die Balken die jeweiligen Titer in 
U/ml dar. Die Auftragungen in der Mitte und rechts in Figur 4 zeigen die Ergebnisse 
nach Gabe von agonistischem, d.h. Apoptose ausldsendem FasL, die linke Auftragung 
stellt den Vergleichsversuch ohne Gabe von agonistischem FasL dar. Neben den Er- 
gebnissen von Kontrollexperimenten sind somit in Figur 4 die Ergebnisse von Versu- 

25 chen mit FasL- 199 ohne protektiven Liganden und von FasL- 199 in Kombination mit 
protektivem Liganden FasL-267 dargestellt 

In Figur 5 ist die Wirkung von loslichem FasL im Falle einer AAP-induzierten Hepati- 
tis dargestellt Den Mausen wurde intravenos entweder ApoFasL-267 (Figur 5 A) oder 
30 ApoFasL-060 (Figuren 5 B und 5C) vor der intraperitoneal en Injektion von AAP (300 
mg/kg) injiziert Aufgetragen sind in den Figuren 5A und 5B die Titer (U/ml) von 
ALT (ausgefullte Balken) und AST (offene Balken), die jeweils funf Stunden nach der 
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Injektion gemessen wurden. Die linken Auftragungen in den Figuren 5 A und 5B ent- 
sprechen den Vergleichsversuchen, wShrend die rechte (Figur 5 A) bzw. in Figur 5B 
die mittlere und die rechte Auftragung die Resultate nach Gabe der erfindungsgemSBen 
Inhibitoren darstellen. Figur 5C zeigt die relative Abnahme der Aminotransferase-Titer 
5 im Vergleich zu scheinbehandelten (Kontroll)-Tieren (1 00%). 

Figur 6 stellt die Wirkung von ApoFasL-267 und ApoFasL-060 auf eine mit AAP be- 
handelte MSuseleber dar. Die MSuse wurden, wie vorangehend in Figur 5 beschrieben, 
behandelt 24 Stunden nach der Hepatitis-Induktion wurden die Lebern seziert und 

10 histologisch ausgewertet Figur 6 enthSlt drei Abbildungen von histologischen Schnit- 
ten (Zugabe yon AAP, Zugabe von AAP und ApoFasL-267 und schliefilich ein Ver- 
gleichsansatz (Kontrolle) nach Zugabe von KochsalzlSsung). Die Behandlung der 
Mause mit ApoFasL-267 (oder ApoFasL-060, nicht dargestellt) verhindert LeberschS- 
digungen, wie aus einem Vergleich mit dem histologischen Schnitt aus den Kontroll- 

15 tieren erkennbar isL Dagegen zeigen die Lebern von ausschliefilich mit AAP behandel- 
ten Tieren Nekrose und Apoptose im zentralen Venula-Bereich, sinusoidaler entzQnd- 
licher Blutandrang und vakuolisierte Hepatocyten. 

Figur 7A zeigt die cDNA-Sequenz so wie die davon abgeleitete Aminosauresequenz 
20 der erfindungsgemSBen Fas-ChimSre Fas-ACRP30 (MKB216). Das Konstrukt enthSlt 
die AminosSuren 17 bis 172 der extrazellulSren Domane von Fas (also dem Fas- 
Rezeptor), fusioniert fiber einen Linker von 14 AminosSuren an die vollstSndige Oli- 
gomerisierungsdomSne von murinem ACRP30 (AminosSuren 18 bis 110). Aminoter- 
minal enthalt das Konstrukt aufierdem eine Signalsequenz der schweren Kette von Ig 
25 sowie einen Flag-Tg. Des weiteren sind in der Figur die Restriktionsschnittstellen an- 
gegeben. 

- . 

Figur 7B zeigt eine Restriktionskarte mit den angegebenen Schnittstellen des Kon- 
strukts von Figur 7A. 

30 

In Figur 8 ist die Inhibitorwirkung von Fas-ACRP30 in vitro gegentlber FasL- 
vermittelter Apoptose bei A20-Zellen dokumentiert Auf der y-Achse ist die Absorpti- 
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on bei 490 nm (MaB fUr die Oberlebensfahigkeit der Zellen; vgl. auch Figur 2) aufge- 
tragen, wShrend auf der x-Achse die Konzentration des jeweiligen Fusionsproteins in 
ng/ml aufgetragen ist Es wurde die inhibitorische Wirkung von Fas-ACRP30 mit der- 
jenigen von Fas-Fc, einer dimeren Form von Fas, und derjenigen von Fas-COMP, ei- 
ner pentamSren Form von Fas, verglichen. Als Apoptose-induzierendes Agens diente 
die erfindungsgemSBe FasL-ChimSre FasL-199. Das Fas-ACRP30-Konstrukt inhibiert 
die FasL-induzierte Apoptose mit einem ICsa-Wert von 80 ng/ml. Dieser Wert ist ver- 
gleichbar mit demjenigen des pentameren Fas-Derivats Fas-COMP (35 ng/ml), wSh- 
rend der IC 5 o-Wert ftlr (dimeres) Fas-Fc mehr als 1 pg/ml betrSgt 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Ausftlhrungsbeispiele nSher 



Die folgenden experimentellen Gegebenheiten (a) bis (f) sind, soweit einschlagig und 
15 nicht entsprechende slslO. ofifenbarte Modifizierungen gelten, fiir die sechs nachfol- 
genden Ausf&hrungsbeispiele heranzuziehen: 



(a) Vektorkonstruktionen £Dr die FasL-, TRAIL-, TNFa- und CD40L- 
Fusionsproteine: 



20 Die Trimerisienm 
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.e von FasL (AS 139-281) wurde aus hv 
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Verwendung der Oligonukleotide JT398 (ACT GCA GGA AAA AAA GGA GCT G) 
und J290 (CAA CAT TCT CGG TGC CTG TAA C) amplifiziert. Das PCR-Produkt 

* 

wurde in pCRII (InVitrogen) ligiert und die kodierenden Sequenz, eingerahmt von den 
Restriktionsschnittstellen Pstl und EcoKL, dann, enthaltend ein fur das Signalpeptid 

25 von Hemagglutinin codierendes DNA-Fragment, einschliefilich 6 Basen der im 5- 
Bereich unQbersetzten Sequenz (CAA AAC ATG GCT ATC ATC TAC CTC ATC 
CTC CTG TTC ACC GCT GTG CGG GGC) sowie das Flag-Epitop (GAT TAC AAA 
GAC GAT GAC GAT AAA), den Linker (GGA CCC GGA CAG GTG CAG), die 
Restriktionsschnittstellen Pstl, Sail, Xhol und BamlW, zwischen die Restriktions- 

30 schnittstellen HindW. und BamUl eines modifizierten pCRHI-Vektors (PS038, In- 
Vitrogen, NV Leek, Niederlande) subkloniert, in dem die Basen 720-769 deletiert wur- 
den (PS 038). 
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Der Expressionsvektor fiir FasL- 199 wurde in folgender Weise konstruiert Mittels des 
EST-Klons AA673154 wurde zunachst eine PCR-Amplifikation mit Hilfe der Oligo- 
nukleotide JT1147 (ACA ATG CAT GAA GAT GAC GTT ACT AC) und JT1148 
(AGA CTG GAG AGC GGC TTC TCC AGG) durchgeftihrL Die fiir die AminosSuren 
1 8 bis 1 1 1 des murinen ACRP30 kodierende Sequenz, eingerahmt von den Restrikti- 
onsschnittstellen Nsil und PstI in die Pstl-Schnittstelle des fur trimeren FasL kodieren- 
den Vektors kloniert (dergestalt, dafi die fusionierte Nsil/Pstl-Schnittstelle auf der 5 - 
Seite der kodierenden Sequenz lag). Der Vektor zur Expression des Fusionsproteins 
FasL-167 (mit den AS 44-111 von mACRP30) wurde mit Hilfe des alternativen 5*- 
Oligonukleotids JT1421 (AAA ATG CAT GCA GGC ATC CCA GGA C) amplifi- 
zierL Das PCR-Produkt wurde in ein PCR-„blunt" system ligiert und die Nsi/Pstl- 
Kassette in den FasL-entbaltenden Vektor — wie oben beschrieben — subkloniert An- 
dere Fusionsproteine mit alternativen TNF-Cytokinen in Kombination mit ACRP30 
wurden durch Substituierung der entsprechenden Sequenz von FasL im Expressions- 
vektor FasL-ACRP30 mit der jeweiligen Ligandensequenz in die Restriktionsschnitt- 
stellen PstI und EcoRI erstellt 

(b) Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine: 

20 HEK293-Zellen wurden mit Hilfe de Calciumphosphat-Methode stabil transfiziert 
Nach drei Tagen Inkubation wurden die HEK293-Zellen fiir zwei Wochen in einem 
Selektionsmedium kultiviert, das 800 jig/ml G418 enthielt (siehe auch a.a.O: Schnei- 
der et aL, J. Exp. Med. 1998). Diese stabil transfizierten Klone wurden entnommen 
xind in 96 well"-Platten in Selektionsmedien verteilt Die OberstSnde wurden mit Hilfe 

25 der anti-Flag Western-Blot-Technik in Hinblick auf die PrSsenz des rekombinaten Pro- 
teins untersucht 

Die stabil transfizierten Zellen wurden fur die Dauer von 10 bis 14 Tagen in 800 ml 
eines nicht-selektiven Mediums in Flaschen aufgezogen. Die Kultur wurde zentrifu- 
30 giert und der Oberstand filtersterilisiert Fusionsproteine von FasL mit murinem 
ACRP30 (FasL-267 oder FasL- 199) wurden dann in der folgenden Weise aufgereinigt 
Die OberstSnde wurden mit NaCl und CaCl 2 versetzt (Endkonzentrationen von 150 



10 
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mM bzw. 2 mM) und der pH-Wcrt mittels Salzsaure/Natronlauge auf 7,0 eingestellt 
Daraufhin wurde das rekombinante Protein auf eine 1 ml M2-Agarose-S2ule (Sigma, 
Schweiz) aufgebracht (0,5 ml/min, 48 h, 4°C), die SMe mit 10 Volumina TBS, enthal- 
tend 2 mM CaCl 2 , gewaschen und schlieBlich in TBS-EDTA (10 mM) (0,1 ml/min, 
5 4°C) oder 50 mM Citrat-NaOH (pH 2,5) (1 ml/min, 4°C) eluiert und ggf. mit 0,2 Vo- 
lumina von 1 M Tris-HCl (pH 8) neutralisierL Der Puffer wurde gegen PBS in Kon- 
zentratoren mit einer 30kDA-Grenze (Millipore) ausgetauscht Die Konzentration von 
gereinigten Proteinen wurde durch das BicinchoninsSure-Verfahren (Pierce Chemical 
Co., Rockford, IL, USA) unter Verwendung von Rinderserumalbumin als Standard 
10 bestimmt und die Reinheit der Proben durch SDS-PAGE und Coomassie-Blue- 
FSrbung ermittelt 

(c) Zellen: 

Die humanen T-Lymphoplastom-Jurkat-ZeUen, BJAB Burkitt-Lymphomzellen oder 
15 Raji-Zellen wurden in RPMI, begleitet von 10% FCS, aufgezogen. Die human- 
embryonischen Nierenzellen 293 wurden in einem DMEM Mehrstoffinix F12 (1:1), 
angereichert mit 2% FCS, kultiviert AUe Medien enthielten Antibiotika (Penicillin 
und Streptomycin bei 5jig/ml jeweils und Neomycin bei 10 jig/ml). 



20 (d) Zytotoxischer Assay: 

Der zytotoxische Assay wurde im wesentlichen, wie zuvor bei Schneider et al (J. Biol. 
Chem. 272:18827-18833, 1997) beschrieben durchgefDhrt. ffierbei wurden 50.000 
Zellen fur die Dauer von 16 Stunden in 100 pd Medium inkubiert, wobei das Medium 
die angezeigten Ligandenkonzentrationen in Gegenwart oder Abwesenheit von ljig/ml 

25 M2-Antik6rper enthielt Die Zelluberlebensraten wurden mit Hilfe von PMS/MTS 
(Phenanzinmethosulfat 3-[4,5KlimethyltMazol-2-yl]-5-[3-carboxymethoxyphenyl]-2- 
[4-sulfophenyl]-2H-tetrazolium, Salz) (Promega Corp., Madison, WI) bestimmt Die 
Farbentwicklung wurde fQr die erforderliche Zeit (typischerweise 1-3 Stunden) zuge- 
lassen* Die Absorbanz wurde bei 490 nm gemessen. Die optische Dichte bei 490 nm 

30 ist ein Mafl fQr die Lebensfahigkeit der Zellen (hohe optische Dichte entspricht einer 
geringen apoptotischer Wirkung der zugegebenen Substanzen und damit einer hohen 
Lebensf§higkeit der Zellen). 
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(e) Behandlung der Mftuse 

Weiblichen Balb/c-MSusen (8 bis 10 Wochen alt) wurden die verschiedenen Konstruk- 
te intravenQs injiziert Das Ausbluten der Mause erfolgte nach den angegeben Zeitin- 
tervallen mit nachfolgender Quantifizierung der Titer der Aminotransferasen AST und 
5 ALT (Aspartataminotransferase und Alaninaminotransferase) 

(f) Materialien 

Die anti-Flag-Ml- bzw. anti-Flag-M2-AntikQrper , gekoppelt an Agarose wurden von 
Sigma (Buchs, Schweiz) erworben. Die AntikQrper J02 wurden von Pharmingen und 
10 die Zellkultur-Reagenzien von life Sciences (Basel, Schweiz) erworben. 

(g) Bindungsstudie 

Die AfiBnitat von ApoFasL-267 und FasL-199 wurde unter Verwendung eines Kompe- 
titionsassays bestimmt Die monoklonalen anti-Fas-AntikQrper ZB4 wurden hierzu mit 

15 100 fiCi (1251) durch die iodo-Gen-Methode (Pierce, Rockford, IL) markiert Dies 
fuhrte zu einer spezifischen Aktivitat von 1,5 jxCi/jig Protein, 1x105 Bjab-Zellen wur- 
den mit radiomarkiertem ZB4 und nicht-markierten Kompetitoren in serieller Verdfln- 
nung (100 jag/ml bis 10 ng/ml) fiir lhbei 37°C inkubiert Nach drei WaschgSngen mit 
kaltem PBS, das 1% BSA enthielt, wurde die an die Zellen gebundene Radioaktivitat 

20 mit einem y-Zahler bestimmt und als Prozentsatz von gebundenem cpm ausgedrOckL 
Alle Experimente wurden dreifach ausgefuhrt 

* 

Im Gbrigen wird hinsichtlich der Beschreibung der fur die Durchfuhrung der Ausfiih- 
25 rungsbeispiele eingesetzten Methoden ausdrficldich auf Schneider et al. (J. Exp. Med., 
Vol. 187, Nr. 8, 1998, 1205-1213) und die dort als Referenzen zitierten Publikationen 
verwiesen. 

1. Ausfuhrungsbcispiel 

30 Es wurde ein rekombinantes Fusionsprotein (1, FasL-199) exprimiert, das die Amino- 
sSuren 139 bis 281 des hFasL (h: human) als Komponente A und N-tenninal von der 
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AminosSure 139 der Komponente A als Komponente B eine 94 AA lange Sequenz 
(AS 18 bis 111 von mACRP30) aufwies. DarOber hinaus wurde am N-Tenninus des 
Fusionsproteins (N-Tenninal von der Komponente B) eine Flag-Sequenz mit den A- 
minosSuren D YKDDDDK und einer zwischen dem Flag-Tag und der Komponente B 
5 angeordneten Linkersequenz GPGQVQLQLH angekoppelt (s. Figur 1) exprimiert 
Komponente A und B sind durch die Linkersequenz LQ getrennt 

Fflr Vergleichsversuche wurde ein Fusionsprotein (2, FasL-267) exprimiert, das N- 
tenninal gleichfalls die vorgenannte Flag-Sequenz mit der gleichen C-terminal folgen- 
10 den Linkersequenz und daran C-terminal angeschlossen die AminosSuren 139 bis 281 
von hFasL aufwies. Fusionsprotein (1) unterschied sich von Fusionsprotein (2) dem- 
nach durch eine Deletion, die den spezifischen Linker und die AminosSuren 103 bis 
138 von hFasL umfaBte (Figur 1). 

15 Die Vektorkonstruktion der Fusionsproteine (1) imd (2) erfolgte nach der oben be- 
schriebenen Verfahrensweise. Die Expression und Reinigung der Fusionsproteine er- 
folgte nach dem unter (b) dargestellten Verfahren. 

Der Multi- bzw. Oligomersierungsgrad der gereinigten Fusionsproteine (1 bzw. 2) 
20 wurde durch Elektronenmikroskopie bestimmt Hierbei ergab sich, dass FasL-199 als 
Hexamer (2x3mer), entsprechende Messungen f&r FasL-267 ergaben Resultate ftlr ein 
Trimer und ftlr ApoFasL-060 ebenfalls ein Hexamer. 

2. Ausfuhrungsbeispiel 

25 Inihibitorische Wirkung von ApoFasL-060 und ApoFasL-267 auf die Fas-vermittelte 
Apoptose in vitro. 

Es wurden gemSB (c) gezOchtete Bjab-Burkitt-Lymphoma-Zellen entnommen und ei- 
nem zytotoxischen Assay gemSfl (d) unterzogen. Fflr diese Zellinie wurde der Assay 
30 jeweils mit steigenden Konzentrationen von trimerisierten Fusionsproteinen ApoFasL- 
060 uns ApoFasL-267 in Gegenwart oder Abwesenheit von anti-Flag-M2-Antik6rpern 
(Sigma, Buchs, Schweiz) durchgefiihrt (Figur 2A), indem die Absorbanz bei OD 490 
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Beide Inhibitoren zeigen Shnliche Zelltod-induzierende Eigenschaften, wenn sie mit 
5 gegen den Flag-Tag gerichtete Antikdrper kreuzvernetzt werden (Figur 2A). ApoFasL- 
060 induziert den Zelltod auch dann, wenn keine kreuzvernetzenden AntikSrper vor- 
handen sind aufgrund seiner Aggregatstruktur. Damit zeigen die Ergebnisse des 2. 
Ausftthrungsbeispiels, daB ApoFasL-060 und ApoFasL-267 jeweils an den Fas- 
Rezeptor binden kOnnen, jedoch deren Oligomerisierung zur Transduktion des Todes- 
10 signals erforderlich isL Hierbei ist die verringerte ZytotoxizitSt der beiden Inhibitoren 
nicht auf eine verringerte AfiHnitat gegenfiber dem Fas-Rezeptor zurdckzufuhren, da 
deren Affinitat gegenfiber oligomerisiertem FasL (FasL-199) nicht veiringert ist 

Darfiber hinaus wurden Bjab-Zellen mit steigenden Konzentrationen von ApoFasL- 
15 267 prSinkubiert und anschliefiend FasL-199 zur Induktion der Apoptose hinzugefugt 
(s. Figur 2B). Hierbei zeigte sich, daB der durch FasL-199 induzierte Zelltod durch 
ApoFasL-267 verhindert werden kann. Die Messreihe lasst erkennen, daB ApoFasL- 
267 als trimeres Molekfil den Zelltod in vitro mit einer inhibitorischen Konzentration 
(IC) von 100 ng/ml verhindern kann. Wahrend also das in trimerer Form vorliegende 
20 ApoFasL-267 die Apoptose durch die Blockade des Rezeptors verhindert, kann das 
aggregierende ApoFasL-060 die FasL-199 induzierte Apoptose in vitro nicht verhin- 
dern, da es aufgrund seiner Struktur selbst Apoptose-induzierend wirkt 



25 3. Ausfuhrungsbeispiel 

In vivo Versuche nach Hepatolyse-Induktion 

A. Wirkung von ApoFasL-060 
Hierzu wurden MSusen agonistische J02-anti-Fas-Antik6rper injiziert, die bei den der- 
30 art behandelten Mausen zum Exitus durch fulminant verlaufendes Leberversagen fiihr- 
ten. Die Hepatolyse bei diesen Mausen wurde durch die hohen Serumtiter von Ami- 
notransferasen (AST und ALT) nachgewiesen. Experimentell wurden die MSuse mit 
ApoFasL-060 (1 mg/kg) vorbehandelt, wodurch das Her nach Gabe von J02- 
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Antikdrpern vor der von diesen ausgeldsten Leberversagen (Hepatolyse) bewahrt wur- 
den (s. Figur 3A). Die protektive Wirkung von ApoFasL-060 war erwartungsgemSB 
dosisabhSngig. Bei einer Gabe von 5 jig J02- Antikdrper konnten AST- und ALT-Titer 
wie bei jenen MSusen, die als Kontrolle dienten, beobachtet werden. Bei einer Dosis 
5 von 10 jig J02-Antik6rper war eine Cberwiegende Schutzwirkung zu beobachten (Re- 
duktion der AST- und ALT-Titer von ungefahr 90%). Im Ergebnis zeigte sich, daB 
ApoFasL-060 eo ipso nicht toxisch ist, sofern nicht ein kreuzvernetzender Antikdrper 
(Figur 3B) eingesetzt wurde, so daB auch hier die Zelltod inhibierende Wirkung auf 
der Bindung an den Fas-Rezeptor ohne AuslSsung des Todessignals beruht 



Die Letaldosis von J02-Antik6rper (10 jig/pro Maus, intravenSs injiziert) verursachten 
bei alien untersuchten Mausen innerbalb von vier Stunden den Exitus (Figur 3B). Die 
Vorbehandlung dieser Tiere mit ApoFasL-060 reduzierte die Mortalitat dramatisch - 
die Oberlebensrate betrSgt 86% nach 24 Stunden. Der Inhibitor ApoFasL-060 (allein 

15 injiziert) erweist sich als nicht toxisch - allerdings nach Co-Injektion mit kreuzvernet- 

/ 

zendem Antikdrper wirkt er hochtoxisch, mit einer Mortalitatsrate von 80% nach vier 
Stunden. / 



20 In diesem Ausfuhrungsbeispiel wurde den MSusen entweder KochsalzlSsung (als Kon- 
trolle) oder ApoFasL-267 vor der Injektion von FasL-199 injiziert AnschlieBend wur- 
de ein hepatolytischer Befund dieser derart behandelten MSuse nach den jeweiligen 
Serumtitern von AST und ALT beurteilt (siehe Figur 4). Die mit ApoFasL-267 vorbe- 
handelten MSuse sind gegen die Hepatolyse, die durch das oligomere FasL (FasL-199) 

25 induziert wird, geschfltzt Die FasL-induzierte Hepatolyse ist bei den zur Kontrolle 
eingesetzten Tieren sehr schnell (innerhalb von zwei Stunden) nach der Gabe von 
FasL-199 zu beobachten, nSmlich mit Aminotransferase-Titern, die um den Faktor 10 
erhdht sind. Die Vorbehandlung der Here mit ApoFasL-267 verhindert demnach nach 
MaBgabe der AST bzw. ALT-Serumtiter bestimmten Leberschaden der Tiere. 



10 




* 



B. Wkkung von ApoFasI^267 



WO 02/090553 



PCT/EP02/05103 



31 

der Acetaminophen ( AAP> induzierten Hepatitis 



10 



15 



bekanntennafien fulminanl 



Acetaminophen (AAP), ein Scl 
berversagen. Der molekulare Mechanismus beniht auf Fas-vermittelter Apoptose. Es 
wurde im vorliegenden AusfQhnmgsbeispiel daher untersucht, ob trimeres ApoFasL- 
267 und/oder hexameres ApoFasL-060 die Leberzellen vor AAP-induziertem Zelltod 
bewahren kann* Hierzu wurde den Mausen eine subletale Dosis von AAP (0,3 g/kg) 
intraperitoneal injiziert Fflnf Stunden spSter wurden etwaige LeberschSden durch Be* 
stimmung der Serumtiter von ALT und AST ermittelt Die ALT- bzw. AST-Titer wur- 
den entsprechend den IFCC-Richtlinien (International Federation of Clinical Che- 
mistry) als enzymatischer Test bestimmt Die Gabe von ApoFasL-267 oder ApoFasL- 
060 verhinderte eine AAP-bedingte ErhShung der AST- oder ALT-Titer. Im Vergleich 
zu unbehandelten Mausen eri 



ringerung der Aminotransferase-Titer (75 bis 90%) bei den erfindungsgemSB vorbe- 
handelten Mausen. 



Der protective Effekt der Vorbehandlung mit ApoFasL-060 envies sich als dosisab- 
hSngig (s. Figuren 5B und 5C). Im Fall einer Verabreichung von 25 \ig ApoFasL-060 

20 (1 mg/kg) war keine AAP-induzierte Hepatolyse zu beobachten, im Fall einer Injektion 
von 12,5 jig ergaben sich leicht erhShte Aminotransferase-Titer, also ein leichter Le- 
berschaden, noch niedrigere Dosen, z.B. 6 |xg/Maus ftihrten zu einem Verlust an pro- 
tektiver Wirkung. Bei diesen niedrigen Dosen ergab sich kein Unterschied zu den Kon- 
trolltieren, die nur mit Kochsalz-LSsung behandelt worden waren. Dies erlaubt die 

25 Feststellung, daB es sich bei der beobachteten Inhibition urn eine kompetitive Beset- 
zung der Bindungsstellen auf dem Rezeptor handelt 



Die AAP-induzierte Leberschadigung wurde histologisch untersucht (Fig. 6A). Hierbei 
sind zu nennen: Nekrose und Apoptose im zentralen Venula-Bereich, sinusoidaler ent- 
30 zOndlicher Blutandrang, vakuolisierte Hepatocyteru Dagegen, wie in der Figur 6B ge- 
zeigt, sind im Falle einer Vorbehandlung mit ApoFasL-267 (oder ApoFasL-060, nicht 
dargestellt) keine derartigen LeberschSdigungen erkennbar. 
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5. Ausfuhrungsbeispiel 

A. Konstruktion eine f ChimZre des Fas-Rezeptors 

5 

Zur Herstellung eines Suflerst wirksamen Inhibitors der FasL-vcrmittelten Apoptose 
wurde ein Fusionsprotein aus der extrazellulSren DomSne des Fas-Rezeptors (Amino* 
sSuren 17 bis 172) und der vollstandigen OligomerisierungsdomSne von murinem 
ACRP30 (AminosSuren 18 bis 110), welche fiber einen Linker von 14 AminosSuren 
10 miteinander verbimden sind, hergestellt (Figur 7). Das rekombinante Protein wurde 
mittels SDS-PAGE analysiert und wies dabei ein apparentes Molekulargewicht von 55 
kDa unter reduzierenden Bedingungen bzw. von ISO kDa unter nicht-reduzierenden 
Bedingungen auf. Daraus ist zu schlieBen, dafi das Konstrukt MKB216 (im folgenden 
Fas-ACRP30 genannt) im wesentlichen als Hexamer (2x3mer) vorliegt 

15 

B. Inhibitorische Wirkung von Fas-ACRP30 gegenuber FasL-vermittelter 
Apoptose 

Um die inhibitorische Wirkung des erfindungsgemSBen Fusionsproteins Fas-ACRP30 
20 gegenfiber der FasL-vermittelten Apoptose in vitro zu belegen, wurden FasL-sensitive 
A20-Zellen mit ansteigenden Konzentrationen von Fas-ACRP30 vor der Zugabe von 
oligomerisiertem FasL vorinkubiert Als besonders wirksames FasL-Oligomer diente 
im vorliegenden Experiment das erfindungsgemSBe Konstrukt FasL-199. In dieser 
Weise wurde der . inhibitorische Effekt des erfindungsgemSfien Konstrukts Fas- 
25 ACRP30 mit demjenigen einer dimeren Form von Fas (Fas-Fc) und einer pentamSren 
Form von Fas (Fas-GOMP) verglichem Wie in der Figur 8 gezeigt, vermag eine Kon- 
zentration an Fas-ACRP30 von 80 ng/ml eine 50%ige Vermindenmg der FasL- 
vermittelten Apoptose hervorzurufea. Dieser Wert ist deutlich geringer als derjenige 
des dimeren Vergleichskonstrukts Fas-Fc (IC50 > 1 fig/ml). Die inhibitorische Wirkung 
30 von Fas-COMP ist mit einem ICso-Wert von 35 ng/ml vergleichbar mit derjenigen von 
Fas-ACRP30, Diese Daten belegen somit, daB Fas-ACRP30 ein wirksamer Inhibitor 
der FasL-vermittelten Apoptose ist 



WO 02/090553 



PCT/EP02/05103 



33 



Anspruche 



1. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
rekombinante Fusionsprotein mindestens eine Komponente A und mindestens 
eine Komponente B aufvveist, wobei die Komponente A ein Protein oder ein 



10 fur Antikorper, fur losliche oder membranstandige Signalmolekule oder fur 

Rezeptoren oder ein Antikorper oder Abschnitt eines Antikorpers, umfasst und 
die Komponente B ein Protein oder einen Proteinabschnitt umfasst, der die 
Komponente A trimerisiert. 

15 2. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, dafi die Komponenten A der rekombinanten Fusionsproteine im 
Trimer identisch oder verschieden sind. 



3, Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
20 gekennzeichnet, dafi die Komponente A der rekombinanten Fusionsproteine ein 

Peptidhormon, ein Wachstumsfaktor, ein Zytokin, ein Interleukin, ein Rezep- 
tor, ein Abschnitt derselben oder ein funktionelles Derivat der vorgenannten 
Sequenzen ist 



25 4. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An- 

spruche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Komponente A des rekombinanten 
Fusionsproteins ein Zytokdn aus der Familie der TNF-Zytokine oder ein TNF- 
Zytokinrezeptor, ein Abschnitt eines solchen TNF-Zytokins oder -Rezeptors 
oder ein funktionelles Derivat eines TNF-Zytokins oder -Rezeptors bzw. eines 

30 Abschnitts eines solchen TNF-Zytokins oder -Rezeptors ist. 
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5. Trimer eines rekomb inanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente A des rekombinanten 
Fusionsproteins ein TNF-Zytokin oder ein Abschnitt eines TNF-Zytokins, aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus CD40L, FasL, TRAIL, TNF-a, CD30L, 
5 OX40L, RANKL, TWEAK, Lta, Ltab2, LIGHT, CD27L, 41-BB, GITRL, AP- 

RIL, EDA, VEGI und BAFF, oder ein funktionelles Derivat der vorgenannten 
Sequenzen ist. 



6. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einer der vorgenannten An- 
10 spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente B einen Proteinab- 

schnitt umfasst, der mindestens ein Heptadmuster einer Kollagendomane auf- 
weist. 

7. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An- 
1 5 spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente B einen Abschnitt des 

Proteins ACRP30 umfaBt, einschlieBlich der Trimerisierungsdomane, ohne ho- 
here Aggregate von Trimeren bilden zu konnen. 



8. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An- 
20 spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Komponente B eine Aminos aurese- 

quenz, wie gemaB Figur 1 fur die Sequenz von Aminosaure 44 bis 111 von 
ACRP30 angegeben, oder ein funktionelles Derivat derselben enthalt, wobei 
Figur 1 Bestandteil des Anspruchs ist 



25 9. Trimer einer rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An- 

spruche dadurch gekennzeichnet, daB das rekombinante Fusionsprotein die 
FasL-267-Sequenz gemaB Figur 1 aufweist, wobei Figur 1 Bestandteil dieses 
Anspruchs ist. 



30 



10. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten An 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das rekombinante Fusionsprotein zwi 
schen Komponente A und Komponente B eine Linkersequenz aufweist. 
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1 1 . Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Linkersequenz das Dipeptid LQ 
aufweist 

12. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins nach einem der vorgenannten 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB das rekombinante Fusionsprotein eine 
vorzugsweise N-terminale Tag-Sequenz aufweist 

13. Trimer eines rekombinanten Fusionsproteins, dadurch gekennzeichnet, daB 
mindestens zwei der drei im Trimer enthaltenen rekombinanten Fuionsproteine 
verschiedene Komponenten B aufweisen. 

14. Verwendung von Trimeren nach einem der Anspruche 1-13 zur Herstellung 
eines Arzneimittels. 

15. Verwendung von Trimeren nach einem der Anspruche 1-13 zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Behandlung von viraler Hepatitis (HBV, HCV), Alko- 
hol-induzierter Hepatitis, cholestatische Hepatitis, Wilsons Krankheit, autoim- 
muner Hepatitis, AbstoBungsreaktion bei Lebertransplantation, Erkrankungen, 
die auf hyperapoptotischen Reaktionen beruhen, degenerativen Erkrankungen, 
insbesondere neurodegenerativen Erkrankungen, Entzundungserkrankungen, 
toxischer epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto Thyroi- 
ditis, GvHD. 

16. Rekombinantes Fusionsprotein, dadurch gekennzeichnet, dafi das rekombinante 
Fusionsprotein eine Komponente A und eine Komponente B enthalt, wobei die 
Komponente A ein Protein oder einen Proteinabschnitt mit biologischer Funk- 
tion, insbesondere mit Ligandenfunktion fur Antikorper oder Rezeptoren oder 
einen Antikorper oder Abschnitt eines Antikorpers oder fur losliche oder 
membranstandige Signalmolekule, ist und die Komponente B einen trimerisie- 
renden Abschnitt oder ein funktionelles Derivat eines solchen Abschnitts eines 
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Proteins, insbesondere ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus der Familie 
der Clq-Proteine und der Collectine, enthalt 

17. DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, daB die DNA-Sequenz fur ein rekom- 
5 binantes Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 codiert. 

18. Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB der Expressionsvektor eine 
DNA-Sequenz nach Anspruch 17 enthalt 

10 19. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB die Wirtszelle mit einem Expressions- 

vektor nach Anspruch 18 transfiziert ist 
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Figur 1 
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Figur 2 
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Figur 3 

■ • ■ 

Leberschaden, ausgelOst durch Jo2 (anti-FasrAntik6rper) 
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Figur 4 



Leberschaden, ausge!5st durch ApdFasL-199 
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Leberschaden, ausgelSst durch AAP 
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q signal -Flag-f as -ACRP30-myc 



T7 



Hin dill 



-TA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA CCC AAO CTT GCC ACC ATG AAC TTC GGG SI 

MNP 0> 



1g heavy chain signal 



TTC AGC TTG ATT TTC CTG GTC CTG GTG CTG AAG GGC GTG CAG TGC GAG GTG 102 
PSLIPLVLVLKGVQCBV> 

BamHI 



Flag 



EcoRI 



AAG CTG GTG CCA CGC GGA TCC GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA GAA TTC 153 
KLVPRGSDY KDDDDKBF> 

hFasaa 17-172 



AGA TTA TCG TCC AAA AGT GTT AAT GCC CAA GTG ACT GAC ATC AAC TCC AAG 204 
RLSSKSVNAQVTDINS K> 



GGA TTG GAA TTG AGG 
G L E L R 



AAG ACT GTT ACT ACA GTT GAG ACT CAG AAC TTG GAA 255 
TVTTVBTQNLB> 



GGC CTG CAT CAT GAT GGC CAA TTC TGC CAT AAG CCC TGT CCT CCA OCT GAA 306 
GLHHDGQPCHKPCPPG B> 



Enzyme 

Apal 

BamHI 

Bsp1201 

BspHI 

EclXI 

EcoRI 

Hindlll 

MluNI 

Nhel 

Notl 

Real 

Sail 

Stul 

Xbal 

Xhol 



#Cuts Positions 



1 

2 



1055 
118 
1051 
264 
965 
148 
28 
272 
708 
965 
264 
628 
257 
1045 
676 



610 



782 



AGG AAA OCT AGG GAC TGC ACA GTC AAT GGG GAT GAA CCA GAC TGC GTG CCC 357 
RKARDCTVNGDBPDCVP> 



TGC CAA GAA GOG AAG GAG TAC ACA GAC AAA GCC CAT TTT TCT TCC AAA TGC 408 
CQBGKEYTDKAHFSSK C> 



Non cutters 



AGA AGA TGT AGA TTG TGT GAT GAA GGA CAT GGC TTA GAA GTG GAA 
RRC RLCDBGHGLBVB 



ATA AAC 4 59 



TGC ACC COG ACC CAG AAT ACC AAG TGC AGA TGT AAA CCA AAC TTT TTT TGT 510 
CTRTQNTKCRCKPNFFC> 



AAC TCT ACT GTA TGT GAA CAC TGT GAC CCT TGC ACC AAA TGT GAA CAT GGA S61 
NSTVCBHCDPCTKCBH G> 



ATC ATC AAG GAA TGC ACA CTC ACC AGC AAC ACC CAG TGC AAA GAG GAA OGA 612 
IIKBCTLT SNTQCKE BG> 

JggliUBafrrtH " Sail linker 



BamHI 



TCC AGA TCC CCC ATC GTC GAC CCG CAG CCG CAG CCG AAA CCG CAG CCG AAA 663 
SRS P IVDPQPQPKPQPK> 

linker Xhol mACRP30 aa 18-111 



CCG GAA CCG GAA CTC GAG GAA GAT GAC GTT ACT ACA ACT GAA GAG CTA GCT 714 
PEP BLB BDDVTTTEBL A> 



CCT GCT TTG GTC CCT CCA CCC AAG GGA ACT TGT GCA GGT TGG ATG GCA GGC 765 
PALVP PPKGTCAGWMAG> 

ATC CCA GGA CAT CCT GGC CAC AAT GGC ACA CCA GGC CGT GAT GGC AGA GAT 816 
IPGHPGHNGTPGRDGR D> 



GGC ACT CCT GGA GAG AAG GGA GAG AAA GGA GAT GCA GGT CTT CTT GGT CCT 867 
GT P GB KGB KGDAGLLG P> 



Aatll 

AccBSI 

Agel 

AJw44l 

AscI 
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Avill 

Bbel 

BbrPI 

Bell 

Bfrl 

Bglll 

Btnl 

BsiWl 

BspLU11l 

BssHII 

Bst1107l 

BstBI 

Clal 

Dral 

Eco47lll 

EcoRV 

Ehel 

Fsel 

Hpal 

Kasl 

Kpnl 

Kspl 

Mlul 



Mrol 

Muni 

Nael 

Nari 

Ncol 

Ndel 

Nrul 

Nsil 

Pad 

PinAI 

Pmel 

Psp1406l 

Pstl 

Pvul 

Pvull 

Sad 

Sbfl 

Seal 

Sful 

Sgfl 

Smal 

SnaBI 

Spel 

Sphl 

Srfl 

Sspl 

SspBI 

Swal 



AAG GGT GAG ACA GGA GAT GTT GGA ATG ACA GGA GCT GAA GGG CCA COG GGC 918 
KGBTGDVGMTGABGPRG> 

Not! 

TTC CCC GGA ACC CCT GGC AGG AAA GGA GAG CCT GGA GAA GCC GCT GCG GCC 969 
FPGTPGRKGEPGEAAA A> 

_ His6 QDE 

GCA CAT CAT CAT CAC CAT CAC OGG GCC GCA GAA CAA AAA CTC ATC TCA GAA 1020 
AHHHHHHGAABQKLIS E> 

myc Xbal Apal Sp6 

GAG GAT CTG AAT GGG GCC GCA TAG TCT AGA GGG CCC TAT TCT ATA GTG TCA 1071 
EDLNGAA* 



CCT AAA T 

Construction: PCR JT2326/JT2324 on ps579. Clone pBlunt •> mkb213. Xhol/Notl of 
mkb213 in mkb182 -> mkb216. Sequenced. 
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Figur 8 



Cytotox 29.10 Fas-ACRP/FasFc/FasC 



•)int 




Fas-ACRP+FasL199 
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